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Novel adenovirus-derived viral vectors, the preparation thereof, 
and the use of such vectors in gene therapy, are disclosed. In par- 
ticular, defective adenoviruses having a genome that includes a first 
recombinant DNA containing a therapeutic gene and a second recom- 
binant DNA containing an imniunoprotective gene, are disclosed. 
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La prfsente invention conccme de nouveaux vecteurs viraux 
derives des adenovirus, leur prfparation et leur utilisation en therapie 
gdnique. Elle conceme plus particulierement des adenovirus ddfectifs 
dont le genome comprend un premier ADN recombinant contenant un 
gene therapeutique et un second ADN recombinant contenant un gene ^ 
tmmunoprotecteur. I— r- 
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ADENOVIRUS DEFECT I FS COMPRENANT UN GENE THERAPEUTIQUE ET 

UN GENE IM4UN0PR0TECTEUR 



La prfsente invention conceme de nouveaux vecteurs viraux, ieur prepares 
et leur utilisation en therapie genique. EUe conceme egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particulierement, la presente 
5 invention conceme des adenovirus recombinants comme vecteurs pour la therapie 
genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information genetique 
dans la cellule ou l'organe affecte. Cette information genetique pent etre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de l'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduite 
dans 1'organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas. 
diff erentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 
(1967) 891), d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 

15 375) d'ADN et de lipides (Feigner et al.. PNAS 84 (1987) 7413). l'emploi de 
hposomes (Fraley et al.. J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431). etc. Plus recemment. 
l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfer! de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard. 
differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter certaines populauons 

20 ceUulaires. En particutier. les retrovirus (RSV. HMS. MMS. etc), le virus HSV. les 
virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Panni ces virus, les adenovirus presentent certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment, Us ont un spectre d'hote assez 
large sont capables d'infecter des cellules quiescentes et ne s'integrent pas au genome 
25 de la'cellule infectee. Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire d'une 
taille de 36 kb environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee 
-repetee (TTR) 4 leur extremite. une sequence d'encapsidation. des genes P rteoces et 
des genes tardifs (a figure 1). Les principaux genes precoces sont les genes El (Ela 
et Elb), E2, E3 et E4. Us principaux genes tardifs sont les genes LI i L5- 

30 Compte tenu des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, ceux-ci 

ont deia 6te utilises pour le transf ert de genes in vivo. A cet eff et. differents vecteurs 
derives des adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (B-gal. OTC. a- 
1AT. cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, ^adenovirus a 6t6 modifie de 
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maniere a le rendre incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi. les 
constructions decrites dans l'art anterieur sont des adenovirus deletes des regions El 
(Ela et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles est inseree une sequence 
tfADN heterology (Levrero et al.. Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et aL. 
Gene 50 (1986) 161). 

Cependant. comme pour tons les virus connus. l'adrninistration dun 
adenovirus sauvage induit une reponse irnmunitaire importante (Routes et al., J. Virol. 
65 (1991) 1450). Cette immunogenicite.a egalement ete observee consecutvement a 
radministration d'adenovirus recombinants defectifs pour la replication (Yang et aL. 
PNAS (1994) 4407). L'un des roles majeurs du systeme irnmunitaire consiste en effet a 
detruire les elements non-soi ou soi-altere. L'adrninistration dHm vecteur de therapie 
genique d'origine adenoviral introduit des motifs non-soi dans rorganisme. De meme, 
les cellules inf ectees par un tel vecteur et exprimant de ce fait un gene therapeutique 
exogene deviennent des elements soi-alteres. D est done normal que le systeme 
irnmunitaire reagisse centre ces vecteur* et cellules infectees comme s'il s'agissait de 
corps etrangers. Cette reponse irnmunitaire centre les cellules infectees constitue un 
obstacle majeur au developpement de ces vecteurs viraux puisque (i) «n induisant une 
destruction des cellules infectees elle limite la dure* d'expression du gene 
therapeutique et done l'effet therapeutique. (ii) elle induit parallelement une reponse 
irflammatoire importante, et (iii) eUe entraine relimination rapide des cellules infectees 
apres des injections repetees. Ainsi. 1'expression de la B-galactosidase codee par un 
adenovirus recombinant adrninistre dans le muscle de souris imrrnmocompetentes est 
reduite i des niveaux nunimum 40 jours apres J'injection (Kass-Eisler et al.. PNAS 90 
(1993) 11498). De meme. 1'expression de gene transferes par des adenovirus dans 
foie est significstivement reduite apres 4 mois (U et al.. Hum. Gene TTter. 4 (1993) 
403) et 1'expression du facteur IX transfere par adenovirus dans des hepatocytes de 
chiens hemophiles disparait 100 jours apres 1'injection (Kay et al.. PNAS 91 (1994) 

2353). 

D semble done que 1'exploitation en therapie genique de vecteurs derives des 
adenovirus implique la possibilite de reduire la reponse irnmunitaire centre ces 
vecteurs ou les cellules infectees. Ceci constitue precisement 1'objet de la presente 
invention. La presente invention concerne en effet de nouveaux vecteurs denves des 
adenovirus presentant une immunogenic^ tres reduite voire supprimee. Les vecteurs 



PCT/FR95/01326 

WO 96/12030 



de Invention sont done particuUerement appropries pour des applications de therapie 

genique, notamment chez lliomme. 

Un premier objet de la presente invention conceme un adenovirus defectif 
dont le genome comprend un premier ADN recombinant contenant un gene 
5 therapeutique et un second ADN recombinant contenant un gene immunoprotecteur. 

La presente invention decoule en partie de la mise en evidence qu'il est 
possible d'incorporer plusieurs genes d'interet dans des adenovirus, et d'obtenir une 
expression importante de ces differents genes dans les cellules inf ectees. La presente 
invention decoule egalement de la construction de vecteurs adenoviraux capables 

10 d'incorporer plusieurs genes therapeutiques dans des conditions permettant leur 
expression optimale. Elle decoule encore de la mise en evidence que la co-expression, 
dans la cellule infectee, de certains genes est capable d'induire un effet 
immunoprotecteur et ainsi de faixe echapper les vecteurs de Invention et/ou les 
cellules inf ectees au systeme immunitaire. La presente invention foutnit ainsi des 

15 vecteurs viraux presentant des proprietes immunologiques et therapeutiques tout a fait 
avantageuses en vue de leur utilisation en therapie genique ou ceUulaire. 

Les ADN recombinants selon la presente invention sont des fragments tfADN 
contenant le gene considere (therapeutique ou immunoprotecteur) et eventuellement 

20 des signaux permettant son expression, construits in vitro puis inseres dans le genome 
de l'adenovirus. Les ADN recombinants utilises dans le cadre de la presente invention 
peuvent etre des ADN complementaires (ADNc), des ADN genomiques (ADNg), ou 
des constructions hybrides consistant par exemple en un ADNc dans lequel seraient 
inseres un ou plusieurs introns. H peut egalement s'agir de sequences synthetiques ou 

25 semisynthetiques. Ces ADN peuvent etre d'origine humaine. animale. vegetale, 
bacterienne, virale. etc. De maniere particuUerement avantageuse. on utilise des ADNc 
ou des ADNg. 

L'insertion des genes consideres sous forme d'ADN recombinants selon 
rinvention offre une plus grande flexibilite dans la construction des adenovirus, et 
30 permet un meilleur controle de l'expression desdits genes. 

Ainsi. les ADN recombinants (et done les deux genes d'interet) iixxopores 
dans les vecteurs adenoviraux selon la presente invention peuvent etre agences de 
differentes manieres. - 
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Ds peuvent tout d'abord etre inseres en «n meme site du genome de 
1-adenovirus, ou en des sites different*, selecuWs. En particular, les ADN 
recombinants peuvent toe inserts au moins en partie au niveau des regions El , E3 
et/ou E4 du genome de 1'adenovirus. en replacement ou en supplement de sequences 



25 



30 



Ds peuvent ensuite comporter chacun un promoieur uo"~^- . 
identique ou different Cette configuration perrnet d'obtenir des niveaux degression 
superieurs. et offre un meuleur contr61e de 1'expression des genes. Dans ce cas les 
deux genes peuvent etre inseres dans la rneme orientation ou dans les onentatxons 

0PP0S6 1qs peuvent egalement constituer une entite transcriptionnelle unique. Dans 
cette configuration, les deux ADN recombinants sont contigus et positionnes de telle 
sorte que les deux genes soient sous le controle dun promoteur unique, et donneutheu 
a un ARN premessager unique. Cette disposition est avantageuse puisquelle perrnet 
dutiliser un seul promoteur transcriptionneL 

Brfin, l'emploi d'ADN recombinants selon Invention perrnet duttliser des 
promoteurs Iranscriptiannels de nature differente. et notamment des promoteurs forts 

oufaibles.regulfcouc^^ . a 

Le choix des signaux dexpression et de la position respective des ADN 
recombinants est particulierement important pour obtenir une expression elevee du 
gene therapeudque et un effet immunr>protecteur important 

Comme gene therapeutique utilisable pour la construction des vecteurs de b 
p^te invention, on peut citer tout gene 

fcTpeutique. Le produit ainsi code peut etre une proteine. un pepttde. unARN.^ 

Sagissant dun produit proteique. fl peut etre homologue vs-a-v* de la 
cellule dble (c'est-a-dire un produit qui est normalement exprinte dans la celMe dbte 
lorS que celle-ci ne presente aucune pathologie). Dans ce cas. l^pressron dune 

£L p— p- de ™ exprcssion iMUffisantt T ^ZZ 

JLessiondune proteine inactive ou f aiblement active en raison dune modrficatxor, 
o7«Z de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique — 
un mutant dune proteine ceUulaire. ayant une stabiUte accrue, une artmte ^ 
2 Le produit proteique peut egalement etre heterology vis-a-vis de la cellule cible. 
Dans cecal, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une 
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activity deficiente dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou 
stimuler une reponse immunitaire. 

Parmi les produits proteiques therapeutiques au sens de la presente invention, 
on peut citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 

5 lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120). les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF. NGF, IGF. GMF. aFGF, bFGF. NT3, NT5, 
HARP/pleiotrophine. etc; les apobpoproteines : ApoAI, ApoAIV , ApoE, etc (FR 93 
05125), la dystxophine ou une minidvstrophine (FR 9111947). la proteine CFTR 

10 associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs : p53. Rb. RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745) , les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VII, VHI, IX, les genes intervenant dans la reparation de 
l'ADN, etc. 

Comme indique plus haut, le gene therapeutique peut egalement etre un gene 
15 ou une sequence antisens. dont l'expression dans la cellule dble permet de contrdler 
l'expression de genes ou la transcription d'ARNm ceUulaires. De telles sequences 
peuvent. par exemple, etre transcrites-dans la cellule able en ARN complementaires 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 
decrite dans le brevet EP 140 308. Les antisens comprennent egalement les sequences 
20 codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN 
cables (EP 321 201). 

Comme indique plus haut, le gene therapeutique peut egalement comporter 
un ou plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez 
1-homme ou ranimal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 

25 oeuvre, invention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appUques a rhomme ou a ranimal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. D peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specif iques du virus dEpstein Barr, du virus HIV, du virus de rhepatite B 
(EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de tumeurs (EP 259 

30 212). Dans ce mode de realisation, aucune reponse immunitaire ne sera generee contre 
le virus vecteur ou la cellule infectee. mais l'antigene selectionne sera produit et seul 

susceptible d'etre immunogene. 

Les genes therapeutiques peuvent etre d'origine humaine, animate, vegetale, 
bacterienne, virale. etc. lis peuvent etre obtenus par toute technique connue de 
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1-homme du metier, et notamment par criblage de banques. par synthese dumique. ou 
encore par des method* mixtes incluant la modification chimique ou enzymatque de 
sequences obtenues par criblage de banques. 

Le gene immunoprotecteur utilise dans le cadre de la presente invention pent 
5 etre de differents types. Plus preferentieUement, la demanderesse a maintenant montre 
que utilisation dun gene dont le produit agit sur l'activite du complexe majeur 
d'histocompatibilite (MHC) ou sur l'activite des cytokines permettait de reduue 
considerablement. voire de supprimer toute reaction immunitaire a l'encontre du 
vecteur ou des cellules infectees. Les vecteurs ainsi obtenus sont particulierement 
,0 avantageux puisqu'ils possedent une duree d'actkm beaucoup plus longue in vivo et 
done un effet therapeutique plus important, qu'ils sont depourvus d'effet inflan^toire 
et immunogene. et qu'ils peuvent etre utilises avec un nombre d'injecttons reduit 

Les ceUules ptesentatrices de l'antigene presentent des peptides antigeniques a 
leur surface, en association avec des molecules du complexe majeur 

15 rfhistocompatibuite de dasse I (MHC-I). Les recepteurs des cellules T cytotoxiques 
(CrU JLrissent les complexes formes entre lesdites molecules MHC classe I et 
lesdils peptides antigeniques. Cette reconnaisance induit la mort des cellules par les 
CTL. La demanderesse a maintenant montre qu'il est possible de cc-exprimer dans un 
vecteur adenoviral un gene therapeutique et un gene capable d'alterer 1'express.on des 

20 molecules MHC-I. et que cette co-expression produit un effet mempermque durable 
sand reactions immunitaire ou mflarnmatoire. Parmi les genes dont le produit agit sur 
l'activite du complexe majeur d'histocompatibilite, on prefer* utiliser dans le cadre de 
1-invention des genes dont le produit inhibe au moins partieUement regression des 
prolines du MHC ou la presentation antigenique. A litre dexemples pM*. cm peut 

de 1-herpes, ou le gene UL18 du cytomegalovirus. 

La region E3 du genome de l'adenovirus contient differentes phases de lecture 
qui par epissage alternatif. donnent naissance a des proteines differentes. Parmi celles- 
d. 'la proteine Gpl9k (ou E3-19k) est une proteine transmembranaire glycosylee 
30 LiTdans la membrane d« reticulum 

comprend un domaine lurninal liant les molecule du MHC-I et ^une extrerm* 
eytoplasmique C-terminale capable de lier les microtubules (ou la tubuhne). qui agit 
^ ancrer la proteine gp!9k dans la membrane du RE. Gpl9k est amsi capable 
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dempecher l'expression des molecules MHC-I a la surface des cellules par interaction 
et sequestration au niveau du RE. Cependant. en l'absenee de replication virale, la 
proteine gpl9k est faiblement exprimee par les adenovirus. Le promoteur natif 
contient en effet certains elements de regulation tels que des elements de liaison de 
type NF-kB qui limitent les conditions d'expression de cette proteine. Par ailleurs, 
l'expression de la gpl9k est egalement conditionnee a la realisation d'un epissage 
alternatif. ^introduction dans les vecteurs de l'invention d'un ADN recombinant 
contenant une sequence (ADNc de preference) codant pour la gpl9k permet de 
controler et d'optimiser l'expression de ladite proteine. En particulier, l'emploi de 
promoteurs constitutifs et la suppression des autres phases de lecture permet 
d'augmenter fortement l'expression de cette proteine et de s'affranchir de la 
dependance vis-a-vis de la repBcation virale et la presence d'elements inducteurs. Ceci 
permet de maniere particulierement avantageuse de diminuer considerablement la lyse 
par les CTL des cellules infectees et ainsi d'augmenter et de prolonger la production in 
vivo du gene therapeutique. Les exemples de la presente demande decrivent 
notamment la construction d'un adenovirus defectif portant un ADN recombinant 
comprenant un gene marqueur sous controle du promoteur RSV et un second ADN 
: recombinant portant une sequence codant pour la proteine gpl9k sous controle du 
promoteur constitutif RSV (Ad-8gal-gpl9k). Les resultats presentes demontrent que 
20 les cellules infectees par ce vecteur expriment la B-galactosidase a des niveaux aussi 
eleves que des cellules infectees par un adenovirus contenant uniquement le gene 8- 
gal. Ced montre que la presence du second ADN recombinant n'affecte pas les 
niveaux d'expression du premier. Ensuite les resultats presentes montrent que les 
cellules infectees par l'adenovirus Ad-Bgal-gpl9k sont protegees centre la lyse par les 
25 CTL, ce qui n'est pas le cas des cellules infectees par un adenovirus Ad-figal. De plus, 
la presence du second ADN recombinant dans les vecteurs de l'invention inhibe 
1' expansion clonale de lymphocytes diriges centre les cellules infectees. Les vecteurs de 
l'invention induisent done une reduction significative de la reponse immunitaire par les 
CTL contre les cellules infectees. 

30 D'autres proteines" codees par la region E3 du genome de l'adenovirus telles 

que les proteines 10,4k et 14,5k presentent certaines propri6tes interessantes en vue de 
leur incorporation dans les vecteurs de l'invention. 

Le gene ICP47 du virus de llierpes simplex constitue un autre gene 
irnmunoprotecteur particulierement interessant au sens de la presente invention. Les 
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1' herpes simplex presentent 



induite par les CTL. H a ete montre que cette resistance pouvait etre conferee par le 
gene ICP47. qui est capable de reduire l'expression des molecules MHC-I a la surface 
des cellules, ^incorporation du gene ICP47 dans un ADN recombinant selon 
Invention permet egalement aux virus recombinants de Invention d'echapper au 
systeme immunitaire. 



Le gene TJL18 du cytomegalovirus constitue un autre exemple prefere de 
gene immunoprotecteur selon Invention. Le produit du gene UL18 est capable de lier 
la B2-microglobuline (Browne et al. Nature 347 (1990) 770). La 62-microglobuune est 

10 1-une des chaines des molecules MHC-I. L'incorporation du gene UL18 dans un ADN 
recombinant selon l'invention permet ainsd de diminuer le nombre de molecules de B2- 
microglobuline fonctionnelles dans les cellules infectees par les virus de l'invention, et 
done de diminuer les capacites de ces cellules a produire des molecules MHC-I 
completes et fonctionnelles. Ce type de construction permet done de proteger les 

15 cellules infectees de la lyse par les CTL 

Comrae indique ti-avant, le gene immunoprotecteur utilise dans le cadre de la 
presente invention est, dans un autre mode de realisation prefere, un gene dont le 
produit agit sur l'activite ou les voies de signalisation des cytokines. Les cytokines 
constituent une famflle de proteines secretees qui agissent comme des molecules de 
20 signalisation pour le systeme immunitaire. Elles peuvent attirer les cellules de 
l'immunite, les activer, induire leur proliferation et meme agir directement sur ks 
cellules infectees pour les tuer. 

Parmi les genes dont le produit agit sur l'activite ou les voies de signalisation 
des cytokines, on pent titer les genes intervenant sur la synthese des cytokines, ou 

25 dont le produit est capable de sequestrer les cytokines, d'antagoniser leur activite ou 
d'interferer avec les voies de signalisation intercellulaires. A litre d'exemple 
preferentiels. on pent titer en particulier le gene BCRF1 du virus dEpstein Barr. ks 
genes crmA et crmB du virus de cowpox. les genes B15R et B18R du virus de la 
vaccine, le gene US28 du cytomegalovirus, les genes E3-14.7. E3-10.4 et E3-14.5 de 

30 radenovirus. 

Le gene B15R du virus de la vaccine code pour une proteine soluble capable 
de lier l'interleukine-ie (la forme secretee de l'mterleukine-1). etainsi d'etnpecher cette 
cytokine de se Uer a ses recepteurs cellulaires. L'interleukine-1 est en effet lWe des 



PCT/FR95/01326 

WO96/12030 




cytokines produites en reponse a une agression arragenique, et die joue un 
role tres important dans la signalisation du stseme immunitaire au debut de l'lnfection. 
La possibility d'incorporer le gene B15R dans un vecteur selon Invention permet 
avantageusement de reduire l'activite de 1TL-1B. notamment sur l'activation des cellules 
5 immunitaires, et de ce fait de proteger localement les cellules infectees par les virus de 
l'invention contre une reponse immunitaire importante. Des genes homologues au gene 
B15R peuvent egalement etre utilises, tel que le gene — du virus de cowpox. 

De la meme maniere, le gene B18R du virus de la vaccine code pour une 
proteine homologue au recepteur de l'mterleukine-6. Ce gene, ou tout homologue 
10 fonctionnel. est egalement utilisable dans les vecteurs de l'invention pour inhiber la 
liaison de l'interleukine-6 sur son recepteur cellulaire et ainsi reduire localement la 

reponse immunitaire. 

Toujours de la meme facon, le gene crrnB du virus de cowpox peut etre 
avantageusement utilise. Ce gene code en effet pour une proteine secretee capable de 

15 lier le TNF et d'entrer en competition avec les recepteurs du TNF a la surface des 
cellules. Ce gene permet done, dans les virus de Invention, de diminuer localement la 
concentration de TNF actif susceptible de detruire les cellules infectees. D'autres genes 
codant pour des proteines capables de lier le TNF et d'inhiber au moins partieUement 
sa liaison sur ses recepteurs peuvent egalement etre utilises. 

20 Le gene crmA du virus de cowpox code lui pour une proteine ayant une 

activite d'inhibiteur de proteases du type spermine, qui est capable d'inhiber la synthese 
de rinterleukine-ia Ce gene peut done etre utilise pour dirninuer localement la 
concentration en interleukine-1 et ainsi reduire le developpement de la reponse 
immunitaire et inflammatoire. 

25 Le gene BCRF1 du virus d'Epstein Barr code pour un analogue de 

l'interleukine 10. Le produit de ce gene est une cytokine capable de diminuer la 
reponse immunitaire et de changer sa specificite, tout en induisant la proliferation des 
lymphocytes B. 

Le gene US28 du cytomegalovirus code pour une proteine homologue au 
30 recepteur de la proteine ..inflammatoire des macrophages la (MlP-la). Cette proteine 
est done capable d'agir comme competiteur des recepteurs du VHP, et done d'inhiber 

son activite localement 

Le produit des genes E3-14.7, E3-10.4 et E3-14.5 de l'adenovirus est capable 
de bloquer la transmission du signal interceUulaire medie par certaines cytokines. 
35 Lorsque les cytokines se lient Ueur recepteur a la surface d'une ceUule infectee. un 
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est transmis au noyau pour induire la mort cellulaire ou stoper la syntMse 
proteique. Cest le cas en particutier du facteur de necrose des tumeurs (TNF) 
Incorporation des genes E3-14.7. E3-10.4 et/ou E3-14.5 dansun ADN recombuumt 
selon I'invention en vue de leur expression constitutive ou regulee perrnet de btoquer la 
signalisation intercellulaire induite par le TNF, et ainsi de proteger les cellules urfectees 
par les virus recombinants de I'invention des effets toxiques de cette cytokine. 



30 



Une inhibition locale et transitoire pent etre particutierement avantageuse. 
CeUe-ci peut etre obtenue notamment par le choix des signaux d'expression particuUers 
(promoteurs cytokine-dependants par exemple) comme indique ci-apres. 

II est entendu que d'autres genes homologues ou ayant des proprietes 
fonctionnelles sunilaires peuvent etre utilises pour la construction des vecteurs de 
Invention. Ces different* genes peuvent etre obtenus par toute technique connue de 
l«homme du metier, et notamment par criblage de banques, par synthese chuiuque. ou 
encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatque de 
sequences obtenues par criblage de banques. En outre, ces differents genes peuvent 
etre utilises seuls ou en combinaison(s). 

Uun des autres aspects importants de la presente invention conceme le choix 
des promoteurs transcriptionnels utilises pour dinger 1'expression des genes. Comme 
indique ci-avant, il peut etre particulierement important d'utiliser un promoteur capable 
d'exprimer constitutivement le gene place sous, son controle. Ceci est le cas par 
exemple du gene gpl9k ou dun homologue. si 1'on souhahe obtena- une 
unmunoprotection importante. En revanche, pour control* rexpressron dun gene 
immunoprotecteur agissant sur 1'activhe des cytokines, une expression regulee peut 
etre souhaitable. En ce qui conceme 1'expression du gene therapeutique le chouc des 
signaux d'expression depend de la nature du produit therapeutique. de la pamologre 
concemee et du tissu ciblfe. 

■ 

Les promoteurs utilisables pour la construction des ADN recombinants de 
invention peuvent etre les promoteurs qui sont naturellement responsables de 
1'expression du gene therapeutique ou immunoptotecteur consider* lorsque ceux-cx 
JTsLptMe. de fonctionner dans la cdlule infectee. Cependant. il sagrt 
preferentieUement de sequences d'origine differente (responsables de lexpressron 
d-autres proteines. ou meme synthetiques), en particuHer pour controler 1'express.on du 
gene immunoprotecteur. Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
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eucaryotes ou viraux. Par exemple. il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De merne, a peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus, y compris 1' adenovirus utilise. A cet egard, 
on peut titer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc. En 

5 outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 
d'activation, de regulation, ou permettant une expression tissu- specif ique. Par ailleurs, 
lorsque l'ADN recombinant ne comporte pas de sequences d'expression, il peut etre 
insere dans le genome du virus defectif en aval dune telle sequence. Un promoteur 
prefers pour la realisation des vecteurs de l'invention est constitue par le LTR du virus 

10 du sarcome de rous (LTR-RSV). Ce promoteur etant constitutif et fort, permet 
d'induire une immunoprotection par la gpl9k importante. Des promoteurs mammiferes 
peuvent egalement presenter un grand interet, tels que le promoteur des genes PGK. 
albumine, etc. n peut etre particulierement interessant d'utiliser des promoteurs regules 
ou tissu-spetifiques de maniere a pouvoir cibler la synthese des produits 

15 therapeutiques et/ou irnmunoprotecteurs. En parti culiers, pour l'expression d'un gene 
immunoprotecteur inhibant l'activite des cytokines, il peut etre particulierement 
avantageux d'utiliser un promoteur inductible pour obtenir un effet localised Des 
promoteurs inducibles sont par exemple des promoteurs induits par des cytokines, de 
telle sorte que l'effet immunoprotecteur ne se produise qu'en reponse a une reaction 

i 

20 immunitaire. 

Par ailleurs, l'ADN recombinant peut egalement comporter une sequence 
signal dirigeant le produit synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. 
Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du gene considere 
(therapeutique ou immunoprotecteur) le cas echeant. mais il peut egalement s'agir de 
25 toute autre sequence signal f onctionnelle, ou d'une sequence signal artifitielle. 

Comme indique ci-avant, differentes configurations peuvent etre envisagees 
pour la realisation des vecteurs de l'invention. Les vecteurs de l'invention peuvent tout 
d'abord contenir les deux genes sous forme d'une entite transcriptionneUe unique. Dans 

30 cette configuration, les deux ADN recombinants sont contigus, disposes de telle sorte 
que les deux genes soient sous le controle d'un promoteur unique, et donnent lieu k un 
ARN premessager unique. Cette configuration est interessante puisqu'elle permet 
d'utiliser un seul promoteur transcriptionnel pour reguler l'expression des 2 genes. Par 
ailleurs. cette entite transcriptionneUe unique peut etre incorporee dans le vecteur 

35 adenoviral dans les deux orientations possibles. 
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Avantageusement. les deux ADN recombinants contiennent leur propre 
promoteur transmptionnel. Cette configuration permet d'obtenir des mveaux 
tf expression superieurs, et offre un meilleur conlrole de l'expression des genes. Dans 
cecas les deux ADN recombinants peuvent etre inseres dans la rnfime orientation ou 
dans les orientations opposees. dans un meme site du genome de I'adenovims o« en 
des sites 



Prfeferentiellement, les ADN recombinants sont insures, au moins en partie, au 
niveau des regions El. E3 ou E4 du genome de 1'adenovirus. Lorsqu'ils sont ins«s en 
deux sites different*, on prefer* dans le cadre de 1'invention utiliser les regions El et 
10 E3 ou El et E4. Les exemples montrent en effet que cette organisation permet une 
expression elevee des deux genes, sans interference entre les deux. Avantageusement, 
les ADN recombinants sont inseres en replacement de sequences virales. 

Un mode partkuUerement pref ere demise en oeuvre de la presente invention 
consiste en un adenovirus defectif comportant un premier ADN recombinant contenant 
15 gene therapeutique et un second ADN recombinant contenant un gene 

inununoprotecteur. dans lequel les deux ADN recombinants sont insures au mveau de 
la region El. 

Un mode paruculierement prefere demise en oeuvre de la presente invention 
consiste en un adenovirus defectif comportant un premier ADN recombinant contenant 
20 un gene therapeutique, insere au niveau de la region El.et un second ADN 
recombinant contenant un gene immunoprotecteur, insere au niveau de la region E3. 

Comme indique ci-avant, les adenovirus de la presente invention sont 
defecufs. c'est-a-dire qu'ils sont incapables de se repliquer de facon autonome dans 
ceUule cible. Generalement, le genome des adenovirus defecufs selon la presente 

25 invention est done depourvu au moins des sequences necessaires a la repbcaUon dudrt 
virus dans la cellule inf ectee. Ces regions peuvent etre soil elinunees (en tout ou en 
partie). soft rendues non-foncuonnelles, soft substitutes par d-autres sequences e 
Lamment par les genes therapeutiques. U caractere defect* des adenovrrus de 
Invention est un element important. puisqu'il assure la non dissemination des vecteurs 

30 de Tinvention aprte administrate 
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Dans un mode de realisation prefere, les adenovirus de l'invention 
comprennent les sequences ITR et une sequence permettant l'encapsidation, et 
possedent une deletion de tout ou partie du gene El. 

Les sequences inversees repetees (ITR) constituent l'origine de replication des 
adenovirus. Elles sont localisees aux extremites 3' et 5' du genome viral (Cf figure 1), 
d'ou elles peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire connues de rhomme du metier. La sequence nucleotidique des sequences 
ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 et CAV2). 
Concemant l'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche com 



id a la 



» _ • 



region 



ant les nucl6otides 1 & 103 du g6nome. 
La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est necessaire 
sidation de l'ADN viral. Cette region doit done etre presente pour permettre la 



preparation c 

d'encapsidation est localisee dans le genome des adenovirus, entre 1TTR gauche (5') et 
le gene El (Cf figure 1). Elle peut etre isolee ou synuietisee artificiellement par ks 
techniques classiques de biologie moleculaire. La sequence nucleotidiques de la 
sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est decrite dans la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 
et CAV2). Concemant 1'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence d'encapsidation 
correspond i la region comprenant les nucleotides 194 a 358 du genome. 



Plus preferentiellement, les adenovirus de l'invention comprennent les 
sequences ITR et une sequence permettant l'encapsidation, et possedent une deletion 
25 de tout ou partie des genes El et E4. 

Dans un mode particulierement prefere de realisation, le genome des 
adenovirus selon l'invention est delete de tout ou partie des genes El. E3 et E4, et, 
encore plus preferentiellement, de tout ou partie des genes El, E3, L5 et E4. 

Les adenovirus de l'invention peuvent etre prepares a partir d'adenovirus 
d'origines diverses. D existe en effet differents serotypes d'adenovirus, dont la structure 
et les proprietes varient quelque peu, mais qui presentent une organisation genetique 
comparable. Ainsi, les enseignements decrits dans la presente demande peuvent etre 
aisement reproduits par rhomme du metier pour tout type d'adenovirus. 
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Plus parfculi&ement, les adenovirus de Invention peuvcnt ctre donguie 

humaine, animale, ou mixte (humaine et animale). 

Concernant les adenovirus d'origine humaine, on prefer* utilizer ceux classes 
dans le groupe C. Plus preferentieUement, panni les differents slypes ^cvirus 
humain.Tp*fere uliliser dans le cadre de la presente invention les adenovm* de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

Comme indique plus haul, les adenovirus de Invention peuvent egalement 
etre d'origine animale, ou comporter des sequences issues ^adenovirus d'origine 
anin.ale. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine anunate son 
capables d'infecter avec une gmnde efficacite les cellules humaines. et quds sont 
Japables de se propager dans les cellules humaines dans lesquelles ilsont ete testes 
<Cf demande FR 93 05954). La demanderesse a egalement montre que les ademmrus 
rforigine animale ne sont nuUement irans-complementes par des adenovirus dongme 
humaine. ce qui elimine tout risque de recombinaison et de propagation m vtyo, m 
15 presence d'un adenovirus humain, pouvant conduire a la formano. dune p^cute 
k^euse. L-utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'ongme mm* est 
done parucuHerement avantageuse puisque les risques inhfcents a hmhsanon de v*us 
commevecteurs en therapie genique sont encore plus faibles. 

Les adenovirus d'origine animale utuisables dans le cadre de la presente 

20 invenuonpeuventetred^ 

Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore sumenne (exemple . SAV). 

Plus parucuHerement, parmi les adenovirus ^~~** 1 £5F££ 
accedes i 1'ATCC. comme par exemple les souches Ph 
Pontes (ATCC VR-280). P7-A (ATCC VR-827). IBH-2A (ATCC VR-828). J2-A 
(ATCC VR-829). T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 
souches referencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus 
utiliser les differents serotypes connus. et notamment ceux drspombles a 1 ATCO (types 
TTs) sous les referencesATCC VR-313. 314, 639-642, 768 et 769 On peut 

1 a ; . M , . et (atcC VR-550) et E20368 (ATCC VR- 

egalement citer les adenovirus munns FL (ATCC VR et 

528). radenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343). ou type 6 (ATCC VR-1340)^ 
radenovirus porcin 5359). ou les adenovirus simiens ^ que ^ent 
adenovirus Jen^ee a 1'ATCC sous les numfcos VR-591-594. 941-943. 195-203. 

etC ' ^ p^ference. parmi les differents adenovirus d'origine animale. on utilise 
35 dans le cadre de Invention des adenovirus ou des regions d'adenovirus d'origine 
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canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait l'objet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans l'art anterieur (Spibey et al. f J. Gen. 
5 Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
et sequences (voir notamment Spibey et aL, Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 119. WO 91/11525). 

Les adenovirus recombinants def ectif s selon l'invention peuvent etre prepares 
de differentes f aeons. 

10 Une premiere methode consiste k transfecter 1'ADN du virus recombinant 

defectif prepare in vitro (soit par ligature, soit sous forme de plasmide) dans une lignee 
cellulaire competente, e'est-a-dire portant en trans toutes les fonctions necessaires a la 
complementation du virus defectif. Ces fonctions sont preferentiellement integrees 
dans le genome de la cellule, ce qui permet d'eviter les risques de recombinaison. et 

15 canfere une stabilite accrue & la lignfe cellulaire. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee cellulaire 
apppropriee l'ADN du virus recombinant defectif prepare in vitro (soit par ligature, 
soit sous forme de plasmide) et l'ADN d'un virus helper. Selon cette methode. il n'est 
pas necessaire de disposer d'une lignee cellulaire competente capable de complementer 

20 toutes les fonctions defectives de l'adenovirus recombinant Une partie de ces 
fonctions est en effet complementee par le virus helper. Ce virus helper doit lui-meme 
etre defectif et la lignee cellulaire porte en trans les fonctions necessaires a sa 
complementation. Parmi les lignfes ceUulaires utilisables notamment dans le cadre de 
cette seconde approche. on peut citer notamment la lignee de rein embryonnaire 

25 humain 293. les cellules KB, les cellules Hela. MDCK, GHK. etc (a exemples). 

Ensuite. les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes, purifies et 
amplifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire. 

Selon une variante demise en oeuvre. il est possible de preparer in vitro, soit 
30 par ligature, soit sous forme de plasmide. l'ADN du virus recombinant defectif portant 
les deletions appropriees et les deux ADN recombinants. Comme indique ci-avant. tes 
vecteurs de l'invention possedent avantageusement une deletion de tout ou partie de 
certains genes viraux. notammment des genes El. E3. E4 et/ou L5. Cette deletion peut 
correspondre a tout type de suppression affectant le gene considere. n peut s'agir 
35 notamment de la suppression de tout ou partie de la region codante dudit gene, et/ou 
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de tout ou partie de la region promotrice de la transcription dudit gene. La suppression 
est generalement realisee sur l'ADN du virus recombinant defectif , par exemple par 
digestion au moyen d'enzymes de restriction appropriees, puis ligature, selon les 
techniques de biologie moleculaire. ainsi qu'illustre dans les exemples. Les ADN 
recombinants peuvent ensuite etre inseres dans cet ADN par clivage enzymatique pu* 
ligature, au niveau des regions selectionnees et dans l'orientation choisie. 

L'ADN ainsi obtenu, qui porte done les deletions appropriees et les deux 
ADN recombinants, permet de generer directement 1'adenovirus recombinant defectif 

• • - - — /->-~~ — - — variante est 




portant lesdites deletions et ADN recombinants. Cette 
particuKerement adaptee a la realisation adenovirus recombinants dans lesquels les 
genes sont disposes sous forme <Tune unite transcriptionnelle unique ou. sous controle 
de promoteurs separes mais inseres en un meme site du genome. 

n est egalement possible de preparer le virus recombinant en deux etapes, 
permettant 1'mtroduction successive des deux ADN recombinants. Ainsi. l'ADN dim 
premier virus recombinant portant les deletions appropriees (ou une partie desdites 
deletions) et un des ADN recombinants est construit. par ligature ou sous forme de 
plasmide. Cet ADN est ensuite utilise pour generer un premier virus recombinant 
portant lesdites deletions et un ADN recombinant L'ADN de ce premier virus est 
ensuite isole et co-transfecte avec un second plasmide ou l'ADN dun second v*us 
recombinant defectif portant le deuxieme ADN recombinant, les deletions appropnees 
(partie non presente sur le premier virus) . et une region permettant la recombinaison 
homologue. Cette deuxieme etape genere ainsi le virus recombinant defectif portant les 
deux ADN recombinants. Cette variante de preparation est particuUerement 
appropriee pour la preparation de virus recombinants portant deux ADN recombmants 
en deux regions differentes du genome de 1'adenovirus. 



La presente invention conceme egalement toute composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus defectifs tels que decrits precedemment Les 
expositions pharmaceutiques de l'invention peuvent etre formulees en vue dune 

. „ nnrpntftrale intranasale, intraveineuse, 

30 administration par voie topique, orale. parenteraie, mumu^ , 

intramusculaire. sous^utanee. intraoculaire. transdermique. etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. D pent s'agir en 
particulier de solutions salines (phosphate monosodique. disodique. chlorure de 
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sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc. ou des melanges de tels sels), steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. 

Les doses de virus utilisees pour l'injection peuvent etre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
de la pathologie concernee. du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon l'invention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de 
preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee. et mesure, generalement apres 5 jours, du nombre de plages de 
cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale 
sont bien documentees dans la litterature. 

15 Les adenovirus de l'invention peuvent etre utilises pour le traitement ou la 

prevention de nombreuses pathologies. Selon le gene therapeutique insere, les 
adenovirus de l'invention peuvent etre utilises notamment pour le traitement ou la 
prevention des maladies genetiques (dystrophic fibrose cystique, etc), des maladies 
neurodeg6neratives (alzheimer, parkinson. ALS, etc), des pathologies 

20 hyperproliferatives (cancers, restenose, etc), des pathologies liees aux desordres de la 
coagulation ou aux dyslipoproteinemies, des pathologies liees aux infections virales 
(hepatites, SID A, etc), etc. 

La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratif s et non limitatife. 

25 Lfegende des figures 

Rgure 1 : Organisation genetique de l'ad6novirus Ad5. La sequence complete de l'Ad5 
est dispomble sur base de donnees et permet a rhomme du metier de selectionner ou 
de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
Figure 2 : Carte de restriction de l'adenovirus CAV2 souche. Manhattan (d'apres 

30 Spibey et al precite). 

Rgure 3 : Construction du vecteur pAD5-gpl9k-BgaL 

Figure 4 : Construction de 1'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal^El^E3. 
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Les methodes dassiquement utilisees en biologie moleculaire telles que ks 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou d'aoylamide, la 
5 purification de fragments d'ADN par electroelution. les extraction de ptotemes au 
Phenol ou au phenol-chloroforme. la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
1-ethanol ou de l'isopropanol. la transformation dans Escherichia coli. etc ... sont bren 
cormues de ltae de m6uer et sont abondamcnt decrites dans la litterature [Maruats 
T et al "Molecular Cloning, a Laboratory Manual". Cold Spring Harbor Laboratory. 
10 Cold Spring Harbor. N.Y.. 1982; Ausubel Ml et aL (eds). "Current Protocols m 
Molecular Biology". John WUey & Sons. New York. 19871. 

Les plasmides de type P BR322. pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon kur tank 
15 par electrophorese en gels d'agarose ou d'aoylamide. extraits au phenol ou par un 
melange phenoVchloroforme. precipites a l'ethanol puis incubes en presence de 1ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fourmsseur. 

Le remplissage des extremites 5' proerninentes peut etre effectue par k 
fragment de Klenow de 1'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon ks specifications 
20 du foumisseur. La destruction des extremites 3' proerninentes est effectuee en presence 
de 1'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon ks recognitions du 
f abricant La destruction des extremites 5' proerninentes est eff ectuee par un traitement 

menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oUgodeoxynucleotides synthetiques peut 

25 etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et aL [Nucleic Acids Res. 13 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par k technique dite de PCR 
lEolymeraseLtalyzed Chain Eeaction. Saiki RK. et al.. Science 22Q (1985) 1350- 
UmTmuIUs «TT Faloona F.A.. Meth Enzyn, 155 (1987) 335-350 peut etre 

30 effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon ks 

specifications du f abricant , o 
La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et aL [Proc. Natl. Acad. ScL USA. 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 
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I ipnfees ceHi ilaSros utilisees 

Dans les exemples qui suivenl. les Ugnees cellulaires suivantes ont ou peuvent 
etre utilises : 

- Ugnee de rein embtyormaire humain 293 (Graham et al.. J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cette Ugnee contient notamment, integree dans son genome, la partie 
gauche du genome de l'adenovirus humain Ad5 (12 %). 

- Ugnee de cellules humaines KB : Issue d'un carcinome epidermique humain, 
cette Ugnee est accessible a l'ATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture. 

- Ugnee de cellules humaines Hela : Issue d'un carcinome de 1'epitheUum 
humain, cette lignee est accessible a l'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 

permettant sa culture. 

de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 



MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al., Science 44 (1988) 9. 

- Ugnee de cellules gm DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624). 
Cette Ugnee est constitute de cellules Hela portant le gene E2 d'adenovirus sous le 
controle du LTR de MMTV. 



Exemulc 1. Construction d'adenovirus recombinants defectifs comprenant un 
20 gene therapeutique (le gene LacZ de E. coU) sous le controle du promoteur du 
LTR du RSV et le gene gpl9k sous le controle du promoteur du LTR du RSV. 
tous deux inserts au niveau de la region El. 

Ces adenovirus ont et6 construits par recombinaison homologue entre un 
plasmide portant la partie gauche de l'adenovirus Ad5, les deux ADN recombinants et 
25 une region de l'adenovirus Ad5 (oonespondant I la proteine IX) et 1'ADN d'un 
adenovirus defectif portant differentes deletions. 

1 ^^.^nHiiwrtnirpATW-pnm-Bfwl ffigwe?) 



.1. Construction du plasmide pGEM-gpl9k 



Le plasmide pAD5-gpl9k-6gal contient une sequence d'ADNc codant pour la 
30 proteine gpl9k d'adenovirus. Ce plasmide a ete construit comme suit Le fragment 
Xbal du genome de l'adenovirus Ad5 sauvage contenant la region E3 a ete isole et 
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clone au site correspondant du plasmide pGEM (Picmega) pour generer le plasmide 
pGEM-E3. Le fragment Hinfl contenant la sequence codante de la gpl9k (nucleotides 
28628 a 29634 de l'adenovirus Ad5 sauvage) a ensuite ete isole a partir du plasmide 
pGEM-E3 Les extremites de ce fragment ont ete rendues franches par action du 
fragment de Klenow de l'ADN polymerase I dE. coli (Cf techniques generates de 
biologie moleculaiie), puis le fragment obtenu a ete clone au site Smal du plasmide 

pGEMzf+ (Promega). 

Le plasmide obtenu a ete d&dgne pGEM-gpl9k (figure 3). 

1.2. Construction du vecteur pAD5-gpl9k-figal 



Get exemple decrit la construction d'un plasmide contenant un les deux ADN 
recombinants comprenant leur propre promoteur. la partie gauche du genome de 
l'adenovirus et one partie supplemental (proteine pIX) permettant la recombinaison 
15 homologue. Ce vecteur a ete construit a partir du plasmide pAd.RSV(SGal comme suit 

Le plasmide pAdRSVpGal contient, dans rorientation 5'->3', 

- le fragment PvuH correspondant a l'extremite gauche de l'adenovirus Ad5 
comprenant : la sequence ITR, l'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 

* 

20 rampIificateurElA; 

- le gene codant pour la p-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 

(du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de 1'adenovirus Ad5. qui permet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAARSV^Gal et radenovirus dl324. Le 

25 plasmide pAdRSVpGal a ete decrit par Stratford-Perricaudet et aL 0. Clin. Invest 90 



30 



(1992) 626) 



Le plasmide pAd-RSVpGal a tout d'abord ete coupe par les enzymes EagI et 
_ClaI Ceci genere un premier fragment portent notamment la partie gauche de 
l'adenovirus Ad5 et le promoteur du LTR du RSV. Parallelement, le plasmide 
pAcLRSVpGal a egalement ete coupe par les enzymes EagI et Xbal. Ceci genere un 
deuxieme type de fragment portent notamment le promoteur du LTR du RSV. le gene 
LacZ. et un fragment du genome de l'adenovirus Ad5. qui permet la recombinaison 
homologue. Les fragments Clal-EagI et Eagl-Xbal ont ensuite ete ligatures en 
35 presence du fragment Xbal-Clal du plasmide pGEM-gpl9k (exemple 1.1) portent la 
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sequence oodante de la gpl9k (Cf figure 3). Le vecteur ainsi obtenu. oeagne ?w 

gpl9k-figal. contient done 

- le fragment PvuII correspondant a lextremite gauche de l'adenovirus Ad5 
lant : la sequence ITR, l'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 

5 l'amplificaleur ElA; 

. la sequence codant pour la gpl9k sous le contrdle du promoteur RSV (du 

virus du sarcome de Rous); 

- le gene codant pour la (J-galactosidase sous le contrdle du promoteur RSV 

(du virus du sarcome de Rous), et, 
10 - un second fragment du genome de l'adenovirus Ad5, qui permet la 

recombinaison homologue. 

2, oistmcti pn fa ttentrrm rsgombjnante 

15 2.1. Construction d'un adenovirus recombinant d61ete dans la region El, 

portant les deux ADN recombinants inseres dans la meme orientation, au niveau de la 
region El. 

Le vecteur P AD5-gpl9k-Bgal a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient dans le gene El. dans les cellules helper (lignee 293) apportant en 

20 trans les fonctions codees par les regions El (ElA et E1B) d'adenovirus. 

Plus precisement. l'adenovirus Ad-gpl9k-BgalAEl est obtenu par 
recombinaison homologue in vivo entre l'adenovirus Ad-RSVBgal (Cf Stratford- 
Perricaudet et al citee plus haut) et le vecteur pAD5-gpl9k-Bgal. selon le protocole 
suivant : le plasmide P AD5-gpl9k-egal. linearise par Xmnl. et l'adenovirus Ad- 

25 RSVBgal. linearise par l'enzyme Clal, sont co-transfectes dans la lignee 293 en 
presence de phosphate de calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les 
adenovirus recombinants ainsi generes sont ensuite selecuonnes par purification sur 
plaque. Apres isolement, V ADN de l'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee 
cellulaire 293. ce qui conduit a un sumageant de culture contenant l'adenovirus 

30 dfifectif recombinant non purifie ayant un titre d'environ 1010 pfu/mi. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et al.. Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal^El peut etre conserve a 
-80°C dans 20 % de glyceroL 

35 
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2.2. Construction dHin adenovirus recombinant delete dans les regions El et 
E3. portant les deux ADN recombinants inseres dans la meme orientation, au niveau 

de la region El (figure 4). 

Le vecteur P AD5-gpl9k-Bgal a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 

adenoviral deficient dans les genes El et E3. dans les cellules helper (lignee 293) 
apportant en trans les fonctions codees par les regions El (El A et E1B) ^adenovirus. 

Plus precisement, radenovirus Ad-gpl9k-Bgal,AEl f AE3 a ete obtenu par 
tecombinaison homologue in vivo entre radenovirus mutant Ad-dll324 (Ihimmappaya 
et aL. Cell 31 (1982) 543) et le vecteur P AD5-gpl9k-Bgal. selon le protocole suivant : 
le plasmide pAD5-gpl9k-Bgal et radenovirus Ad-dll324, linearise par l'enzyme Clal. 
ont ete co-transf ectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour 
permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generis ont 
ensuite ete selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, l'ADN de 
l'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293. ce qui conduit a un 
sumageant de culture contenant radenovirus defectif recombinant non purifie ayant un 

b'tre d'environ 10 10 pfu/ml. 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et al Virology 52 (1973) 456). Le genome de radenovirus recombinant a ensuite ete 
verifie par analyse en southern blot L'adenovirus Ad-gpl9k-BgaUEl,AE3 peut etre 
conserve a -80^ dans 20 % de glycerol. 

Fx«n P 1e 2 : Mise en evidence en culture cellulaire de la fonctionnalite des 
adenovirus de l'invention 



35 



L'apparition de transcripts codant pour la gpl9k dans les ceUules infectees par 
1'adenovirus Ad-gpl9k-Bgal^El^E3 a ete demontree par analyse en Northern blot 
des ARN ceUulaires totaux. Pour cela. 5.10^ ceUules 3T3 ont ete infectees avec 40 
pfu/cellule de virus. Au bout de 36 heures. les ARN ceUulaires totaux ont ete 
recuperes au moyen de RNAzol (Cinna^iotecx), precipites puis resuspendus dans de 
l'eau. 10 ug ont ensuite et6 deposes sur gel de formaldehyde contenant 1,5% 
d'agarose. Les ARN ont ensuite ete denatures en presence de NaOH 0.05M, puis 
. * A a „virm fHvbond+ Amersham) par transfert capillaire avec 
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20xSSC. La membrane de nylon a ete pre-hybridee en milieu 6xSSC, 5x Denhardf s, 
0J5% SDS, 100 jig d'ADN de spenne de saumon denature pendant 2 h a 60 °C. Une 
sonde correspondant a l'ADN de la region E3 de ^adenovirus Ad5 marquee au 32 P en 
utilisant le kit MegaPrime (Amersham) a ensuite ete ajoutee a la solution et laissee 

5 pour rhybridatian pendant toute la nuit Apres Fhybridation, la membrane a 6t6 lavee 
deux fois dans un mffieu 2x SSC, 0,1% SDS a temperature ambiante, puis deux fois 
dans un milieu 0,lx SSC, 0,5% SDS a 45°C, puis enfin dans un milieu 0,lx SSC a 
temperature ambiante et exposee. 

Les resultats obtenus montrent l'apparition d'une bande de 1,6 kb dans les 

10 cellules infectees par l'adenovirus Ad-gpl9k-figal,AEl,AE3. Cette bande correspond a 
un ARNm comprenant la sequence codant pour la gpl9k et allant jusqu'au site polyA 
situe dans le promoteur RSV controlant la transcrption du gerie LacZ. En revanche, 
aucune bande equivalente n'est detectee dans les cellules infectees par l'adenovirus Ad- 
B-gal. 



15 



2. Expression d'une gp : 



La fonctionalite de la gpl9k produite par les ceUules infectees par 
l'adenovirus Ad-gpl9k-8gal,AEl,AE3 a ete verifiee par mesure, en test ELISA, de 

20 l'expression de la 62-microglobuline a la surface des cellules. La B2-microglobuline est 
une proteine non-transmembranaire localisee a la surface des ceUules en association 
avec les molecules MHC-I, et qui est necessaire a la presentation de l'antigene a la 
surface des ceUules. En particulier, eUe est necessaire pour le repUement correct des 
molecules MHC-I et pour la presentation des peptides antigeniques & la surface des 

25 ceUules, et constitue de ce f ait un bon marqueur de la fonctionnalite des molecules 
MHC-1. 

Les ceUules 3T3-Balb-c a confluence ont ete infectees avec 200 pfu/ceUule 
d'Ad-gpWk-Bgal^El^ES, puis incubees 40 h a 37°C, sous atmosphere humide, 5% 
C02, dans du milieu DMEM contenant 10% de serum de veau fetal. Les ceUules ont 

30 ensuite ete recoltees dans un tampon PBS 20mM EDTA, et mises en suspension dans 
du milieu DMEM 10% SVF. 10 5 ceUules sont ensuite introduites dans chaque puits 
d'une plaque 96 puits. Les plaques sont centrifugees a 250 g pendant 3 min puis 
incubees 6 heures. Les puits sont ensuite laves avec du tampon PBS 1% albumine de 
boeuf (SAB) puis incubees avec une dilution au 500eme d'anticorps de mouton anti- 

35 B2-microelobuline (The Binding Site, Birmingham. UK) dans 1% SAB-PBS pendant 
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20 nrin a 37»C. Les cellules ont ensuite fete lavfees dans 1% SAB-PBS puis fixfees dans 
un tampon PBS 0.37% formaldehyde. 0.2% glutaraldehyde, lavees 2 fois et incubees 
avec une dilution au 35 OOOeme dans 1% SAB-PBS d«un 2eme anticorps anti-mouton 
conjugufe a la phosphatase alcaline (PA) (Sigma) pendant 1 heute a 4»C. Les plaques 
i sont ensuite lavees 3 fois dans 1% SAB-PBS. L'acuvite PA a ensuite fete detectee en 
utilisant le kit PA substrat (Biorad) . La densitfe optique des puits lue a 450 nm. la DO 
moyenne et l'ecart type ont ete calcules. , AT?1 

Les resultats obtenus montrent que l'infecticm par l'Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3 
inchdt une reduction de 40% environ de I'intensitfe du signal 62-microglobuline de 
surface revfelfe par le test ELISA. par rapport a l'effet produit par I'adenovirus Ad-Bgal. 
Ces resultats indiquent clairement que l'Ad-gpl9k-Bgal^El,AE3 induit la production 
d'une proteine gpl9k fonctionnelle, et que celled induit une baisse significative de 
l'expression des molecules MHC-I a la surface des cellules. 
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FxemD le 3. Effet immunoprotecteur des adenovirus de Invention 



ifl yiruy Ad-Bgal 



Get exemple montre queles cellules infectees par I'adenovirus Ad-gpl9k- 
figal^ElAES sont protegees de la lyse par les CTL par rapport aux cellules infectees 

20 par un adenovirus Ad-flgaL 

Des souris DBA/2 (H-2d) ont recu une premiere injection intraveineuse de 
108 pfu de virus Ad-Bgal. suivie. 3 semaines apres. d'une nouvelle injection 
intrapfetitoneale de la mfeme quantite de virus. Les souris ont fetfe sacrif ifees 2 semaines 
apres (au plus tot) . leur rate broyee et les cellules de la rate sont mises en suspension 
25 dans 10ml de RPMI 1640 (Gibco) contenant 10% de SFV decomplemenusfe, 5(Hig/ml 
de streptomycine. 100 U/ml de penicilline . 100 ug/ml de kanamycine et 100 ug/ml de 
gentamycine. Les cellules ainsi obtenues (lymphocytes CTL) ont alors fetfe mcubees en 
Lence de ceUules 3T3 infectees par I'adenovirus Ad-Bgal. Ceci conduit a une ly* de 
^environ des cellules colorees (i.e. infectees). En revanche, ces memes cellules 



Oymphocvtes CTL) n'mt paiquemeiU .«» eff« s»r les fib-oblwes no. irfeofa » 

TLsm infect v- «— <* «*- 



loorporation 

^roH„irP in ™i9k induit une immunoprotection 



infectees. 
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r? sgnsihiite aa CTL stimules in vivo W lfrdjognas Ad-gpl9k- 
fig&LAEJ AF r 

Cet exemple montre que les ceUules infectees par Vadenovirus Ad-gpl9k- 
Bgal.AEl I AE3 sont protegees de la lyse par les CTL par rapport aux cellules infectees 
5 par un adenovirus Ad-figal. 

Les ceUules de la rate de souris ayant recu des injection d'Ad-gpl9k- 
Bgal.AEl.AE3 ont 6te preparaees dans les conditions decrites ci-dessus. Dans les 
conditions decrites ci-dessus, ces CTL stimules en presence de cellules 3T3 infectees 

10 par Ad-gpl9k-Bgal,AEl,AE3 n'induisent pas de lyse desdites cellules, ni des 
fibroblastes non-infectes. ni des fibroblastes infectes par r Ad-Bgal. Par aiUeurs. il a ete 
verifie que cette absence de lyse n'etait pas due a une faible viabUite des ceUules. Pour 
cela, les memes lymphocytes ont ete stimules ensuite en presence de cellules 3T3 
infectees par l'Ad-Bgal, dans le but d'amplifier tous les clones anti-BGal ou anti 

15 adenovirus. Les lymphocytes ainsi obtenus sont capables de lyser les ceUules 3T3 
infectees par l'Ad-Bgal, de la meme maniere que ceux preleves des souris ayant recu 
l'Ad-Bgal. Ces resultats montrent clairement (i) que les vecteurs de 1'invention 
induisent une immunoprotection des ceUules infectees. puisqu'aucun CTL specifique 
efficace n'est genere, et (ii), que si certains lymphocytes anti-vecteur sont generes dans 

20 les rates de souris injectees par Ad-gpl9k-Bgal.AEl,AE3, I'expression des antigenes 
pendant la stimulation ex vivo est insuffisante pour induire une expansion clonale de 
ces lymphocytes necessaire a la lyse des ceUules cibles infectees. 

Rumple 3. Construction d'adenovirus recombinants defectifs comprenant un 
gene therapeutique sous le contr61e d'un promoteur insere au niveau de la region 
25 El et le gene gpl9k sous le controle du promoteur du LTR du RSV insere au 
niveau de la region E3. 

Ces adenovirus ont ete construits par recombinaison homologue entre un 
l'ADN d'un premier virus defectif portant le premier ADN recombinant (gene 
therapeutique + promoteur) insere au niveau de la region El et l'ADN d'un deuxieme 
30 adenovirus defectif portant le deuxieme ADN recombinant (gpl9k + promoteur RSV) 
insere au niveau de la region E3. 

I , Qmsttuctign d u ri * fectif nnrtant 1e ADN recombinant 
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Ce virus a ete construit a partir de l'adenovirus Addl324 flhimmappaya et al., 
Cell 31 (1982) 543). Ce virus porte une deletion au niveau de la region El et au 
niveau de la region E3 (fragment Xbal-EcoW delete). L'ADN du virus Addl324 a ete 

5 isole et purifie. Cet ADN est ensuite coupe par les enzymes Xbal et EcoRI. Un 
fragment Xbal-EcoRI est ensuite issu du plasmide P Ad-gpl9k-Bgal portant la 
sequence codant pour la gpl9k sous contrdle du promoteur RSV, puis insere au 
niveau desits sites dans l'ADN de Addl324 ouvert comme precedemment 

L'ADN ainsi obtenu comporte done une deletion au niveau de la region El et 

,0 un ADN recombinant au niveau de la region E3 portant le gene gpl9k sous controle 
duRSV. 

? ^gtrnrrinn d p f? nd*™™.* i***™* tes deux APN recombinants, 

L'ADN du virus recombinant prepare ci-dessus et l'ADN d'un adenovirus 
15 recombinant portant un gene therapeutique au niveau de la region El. linearise par 
Bamffl. sont co-transfectes dans la lignee 293 .en presence de phosphate de calcium, 
pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants am* 
generes ont ensuite ete selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, 
l'ADN de l'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui 
20 conduit k un surnageant de culture content l'adenovirus defectif recombinant non 

purifie ayant un titre d'environ 10 10 pfu/mL 

Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorine de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et aL. Virology 52 (1973) 456). 

Bien que les exemples ci-dessus decrivent plus particulierement 1'empU du 
gene gpl9k. fl est entendu que les approches decrites dans les exemples ci-dessus 
peuvent etre repetees par lhomme du metier en utilisant d'autres genes therapeutiques, 
d'autres genes immunoprotecteurs, d'autres promoteurs et d'autres sites d'inseruon 
30 dans le genome de Tadenovirus. 
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PFVRNDTCATIQNS 

1. Adenovirus defectif dont le genome comprend un premier ADN 
recombinant contenant un gene thdrapeutique et un second ADN recombinant 

5 contenant un gene immunoprotecteur. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que les deux ADN 
recombinants constituent une entity transcriptionnelle unique. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 caract6ris£ en ce que les deux ADN 
recombinants component chacun un promoteur transcriptionnel, identique ou 

10 different 

4. Adenovirus selon la revendication 3 caracterise en ce que les deux ADN 
recombinants sont inseres dans la meme orientation. 

5. Adenovirus selon la revendication 3 caractferise en ce que les deux ADN 
recombinantssont inseres dans les orientations oppos6es. 

15 

6. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 5 caract£ris6 en ce que les 
deux ADN recombinants sont inseres dans un meme site du genome, de preference au 
niveau des regions El, E3 ou E4. 

20 7. Adenovirus selon la revendication 6 caracterise en ce que les deux ADN 

recombinants sont inseres au niveau de la region El. 

* .... 

8. Adenovirus selon Time des revendications 1, 3, 4 et 5 caracterise en ce que 
les deux ADN recombinants sont inseres en des sites differents du genome. 

25 

9. Adenovirus selon la revendication 8 caracterise en ce que l'un des ADN 
"recombinants est insere au niveau de la region El et l'autre au niveau de la region E3 

ou E4. 

30 10. Adenovirus recombinant defectif selon l'une des revendications 1 a 9 

caracterise en ce qu'il comprend les sequences UR. une sequence permettant 
l'encapsidation, et en ce qu'il porte une d61etion de tout ou partie des genes El et E4. 
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11 Adenovirus selon la revendication 10 caracterise en ce qu'il comprend les 
sequences ITR, une sequence permettant Vencapsidation. et en ce qu'il porte une 
deletion de tout ou partie des genes El, E3 et E4. 

12. Adenovirus selon l'une des revocations 1 a 11 caracterise en ce que son 
5 genome est delete de tout ou partie des genes E1.E3.L5 etE4. 

13. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est d'origine 
humaine, animale, ou mixte. 

14 Adenovirus selon la revendication 13 caracterise en ce que les adenovirus 
tf origine humaine sont choisis parmi ceux classes dans le groupe C. de preference 

10 parmi les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

15 Adenovirus selon la revendication 13 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine animale sont choisis parmi les adenovirus d'origine canine, bovine, munne. 
ovine, porcine, aviaire et simienne. 
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16. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en *e que le gene 
therapeutique code pour une proteine therapeutique. 

17. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que le gene 
therapeutique code pour un ARN therapeutique. 
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18 Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que le gene 
inununoprotecteur est un gene dont le produit agit sur 1'activite du complexe majeur 
d-histocompatibuite (MHO ou sur l'activite des cytokines. 

19 Adenovirus selon la revendication 18 caracterise en ce que le gene 
25 immunoprotecteur est un gene dont le produit inhibe au moins pamellement 

Vexpression des proteines du MHC ou la presentation antigemque. 

20 Adenovirus selon la revendication 19 caracterise en ce que le gene 
in^unoprotecteur est choisi parmi le gene de la gpl 9k de 1' adenovirus, le gene ICP47 

30 du virus del-herpes, oule gene UL18 du cytom6galovirus. 
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21. Adenovirus selon la revendication 18 caracterise en ce que le gene dont le 
produit agit sur I'activite des cytokines est choisi parmi le gene BCRF1 du virus 
d'Epstein Barr, les genes crmA et crmB du virus de cowpox, les genes B15R et B18R 

• du virus de la vaccine, le gene US28 du cytomegalovirus et les genes E3-14.7, E3- 

* < 

5 10,4 et E3- 14,5 de l'adenovirus. 

22. Adenovirus defectif caracterise en ce qu'il comprend un premier ADN 
recombinant comprenant un gene therapeutique et un deuxieme ADN recombinant 
comprenant le gene codant pour la gpl9k. tous deux inseres au niveau de la region El 

10 du genome de ladenovirus. 

23. Adenovirus selon les revendications 2 ou 3 caracterise en ce que le ou les 
promoteurs transcriptionnels sont choisis parmi les promoteurs mammiferes, 
eucaryotes ou viraux. 

24. Adenovirus selon la revendication 23 caracterise en ce que le promoteur 
15 est choisi parmi les promoteurs des genes E1A, MLP, CMV. RSV, PGK. dburnine, et 

les promoteurs induits par des cytokines. 

25. Composition pharmaceutique comprenant au moins un adenovirus 
recombinant defectif selon l'une des revendications 1 a 24. 

26. Composition pharmaceutique selon la revendication 25 comprenant un 
20 vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 
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